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Abbreviations 
    Aa: amino acids 
    Asp: aspartate 
   bp: base pair 
    GST: glutathione-S-transferase 
   HA: hemagglutinin 
    IPTG: isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside 
   kb: kilobase 
    Leu: leucine 
    LTP: Long-term potentiation 
    NMDA-R: N-methyl-D-aspartate receptor 
    PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis 
    PBS: phosphate-buffered saline 
 PCR: polymerease chain reaction 
    PKC-y: protein kinase C-y
 PLC-y: phospholipase C-y 
    RLCS: restriction landmark cDNA scanning 
    SSC: saline-sodium citrate 
 SDS: sodium dodecyl sulfate
緒 論
記 憶 、学 習 な どに代表 さ れ る脳 の適 応 変化 の基 盤 は 、神 経 ネ ッ トワー ク
をつ な ぐシナ プス 情報 伝 達 効 率 の 変化、す な わ ちシ ナ プス 可 塑性 で あ る と考 え
られ る。 海馬CA1領 域 の長期 増強(Long-termpotentiation;LTP)は最 も よ く
研 究 され て い る シ ナ プス 可塑 性 の モデル で あ る(1)(Fig.1)。海馬CA1-LTPの
誘 導 にはNMDA型 グル タ ミン酸(NMDA)受容 体 を介 した細胞 内へ のCa2+流入 が必
須 で あ る(2)。さ らに長 時 間持続 す るよ うなCA1-LTPが成 立 す る ため には新 た
な遺 伝 子 発 現 が必 要 で あ る(3-5)。こ こで新 た に合 成 され る遺 伝 子 産 物 はLTP
に よ り誘 導 さ れ る シナ プス の 機 能 的 変化 あ る い は形 態 的 変化 に 関 与 して い る
と考 え られ る。
これ まで にシ ナ プス可 塑 性 成 立 に伴 い発 現 誘 導 され る遺伝 子 と して 、転
写 因子 、増殖 因子 、 シ ナ プス 小胞 蛋 白質 、細胞 外 プ ロテ アー ゼ 等 が 同定 され て
い る(6-12)。しか しな が ら、 これ らの遺 伝 子 産 物の シナ プ ス可 塑性 にお け る働
き につ い て は殆 ど報 告 され てお らず、 シナ プス可 塑性 の成 立 、維持機 構 に関 し
て は まだ 十分 な解 析 が な され て い ない 。ま た、Fazeliらは シ ナ プス可 塑性 成 立
に伴 って約1%も の遺 伝 子 が発 現 誘導 され る こ とを報 告 して お り(13)、さ らに多
くの シナ プス可 塑性 に 関連 す る遺 伝 子 が存 在 す る と考 え られ る。
NormaltransmissionInductionofLTP Fig.1.Modelfortheinduction
ofLTPintheCAIregionofthe
hippocampus.Duringnormal
transmission,glutamate(Glu)acts
onbothNMDA-RandAMPA-R.
Na+flowsthroughtheAMPA-R
butnotthroughtheNMDA-R
becauseoftheMgt+blockofthis
receptor.Depolarizationofthe
postsynapticcellrelievesthe
Mgt+blockofNMDA-R,allowing
Cat+toflowthroughthisreceptor.
TheCat+influxisanecessary
triggerforgeneexpression
leadingtoLTP.
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カイ ニ ン酸 は神 経伝 達 物 質 グル タ ミン酸 の アナ ログで あ り、マ ウス へ の
カイ ニ ン酸 投 与 は海 馬 にお いてLTPの シナ プス増 強 を誘 導 す るこ とが知 られ
て い る(14)。そ こで シ ナ プス 可塑 性 に関 わ る遺伝 子 を 同定 す る ため、カ イニ ン
酸投 与 に よ りマ ウス海 馬 で発 現 増 強 し、NMDA受容体 拮 抗 薬MK801の前 投 与 に よ
りそ の増 強 が 阻 害 され る遺 伝 子 、す な わ ちカ イニ ン酸 投 与 に よ りマ ウス 海馬 に
お い てNMDA-R依存 的 に発現 増 強 す る遺 伝 子 の探 索 を行 った。 方法 と して は、
鈴木 らが開 発 した新 しい2次 元cDNA-displaysystemであ る 肌CS(restriction
Iand皿arkcDNAscanning)を利 用 した(15)。その 結 果 、 カイ ニ ン酸 投 与 マ ウス
の解 析 に よ り、 カ イニ ン酸投 与 に よ り海 馬 でNMDA-R依存 的 に発 現増 強 す る22
の既 知 及 び11の 新 規遺 伝 子 を同定 す る こ と に成 功 した。 本研 究 で は、肌CS解
析 に よ り同定 され た遺 伝 子 の 中か ら、脳 特 異 的 な発 現 を示 し、2つのC2-domain
を持 つ 蛋 白質 を コー ドす る新 規 遺 伝 子 、N-copineの機 能 解 析 を行 った 。N-
copineはヒ トCopineI(16)と高 い相 同性 を示 し、 新 しい蛋 白質 フ ァ ミリー を
形成 して い る 。N-copineの中枢 神 経 系で の役 割 を明 か とす るた め、マ ウス脳 に
お け る発 現 分 布 と細 胞 内局 在 を調 べ た。さ らに、N-copineの機 能 を解 明 す るた
め、酵 母two-hybridスク リー ニ ング に よ りN-copineに結合 す る蛋 白質 を 同定
し、 そ の発 現 及 び機 能 解 析 を行 った。
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本 論
第 一 章 肌CSsyste皿を利 用 したシ ナ プス 可 塑性 関連 遺伝 子 の探 索
シ ナ プ ス 可塑 性 成 立 に伴 い発 現 誘 導 さ れ る遺伝 子 が 同定 され て い る が
その 数 は 少 な く、また その よ うな発 現遺 伝 子 産 物 の シナ プス可 塑性 にお け る役
割 につ い て も殆 ど報 告 さ れ てい な い。そ こ で、さ らにシナ プス可 塑性 に関連 す
る遺 伝子 を同定 す るた め、カ イニ ン酸投 与 に よ りマ ウス海 馬 にお い て発 現増 強
す る遺伝 子 を探 索 した 。カ イニ ン酸 は神 経 伝 達 物 質 グル タ ミン酸 の アナ ロ グで
あ り、マ ウスへ の カイ ニ ン酸 投 与 は海 馬 にお い てLTP様 の シナ プス 増強 を誘 導
す る こ とが知 られ て い る(14)。カイニ ン酸 投 与 によ り海馬 でNMDA-R依存 的 に
発 現 増 強 す る遺 伝 子 群 を 同 定 す るた め に 、 鈴 木 らが 開発 した新 しい2次 元
cDNA-displaysyste皿で あ るRLCS(restrictionlandmarkcDNAscanning)を利
用 した(15)。RLCSにお いて そ れ ぞれ のcDNAは2次 元 ゲル の 特定 の位 置 にス ポ
ッ トと して検 出 され る。 また、異 な る条件 下 にお け るそ れ ぞれ のス ポ ヅ トの強
度 の 変化 は その対 応 す る遺伝 子 の 発現 変 動 を反 映 し、 一度 に1000～2000遺伝
子 の発 現 変動 を解 析 す る こ とが可 能 で あ る。 カイ ニ ン酸投 与 マ ウス のRLCS解
析 に よ り、カイ ニ ン酸 投 与 に よ り海馬 でNMDA-R依存 的 に発 現 増 強 す る33の ス
ポ ッ トを 同定 す る こ とに成 功 した。 そ れ ぞれ の ス ポ ッ トか らcDNA断 片 を 回収
して塩 基 配 列 を決 定 した結 果、 その うち11が 新 規 の遺 伝 子 で あ った。 それ ら
の 中で、脳 特 異的 な発現 を示 す1つ の新 規 遺伝 子 に着 目 して解 析 を行 っ た。そ
の新 規 遺 伝 子 に コー ドされ た蛋 白質 は、ProteinkinaseCで同定 され たCa2+
結合 領域 で あ るC2-domainを2つ持 って い た 。また、 ヒ トのCopineI(16)と相
同性 を示 す こ とか ら、 この蛋 白質 をN-copine(Neurona1-copine)と命 名 した。
第 一 節 肌CS(restrictionlandmarkcDNAscanning)を利 用 した カイニ ン酸 投
与 マ ウス の 海馬 にお け る遺 伝 子 発現 の解 析
(1)実験材 料 お よび 実験 方法
動物
すべ て の 動物 はShionogiAnimlUseandCareComitteeの基 準 に従
い倫 理 的 に処 置 した。 カ イニ ン酸(Sig皿a>はBALB/c雌性 マ ウス(6-7週齢)に 腹
空 内投 与(8皿9/kg)した 。NMDA受容体 拮 抗 薬MB801(RBI)はカ イ ニ ン酸投 与 の30
分前 に腹 空 内 投 与(5皿g/kg)した 。マ ウス は頚 椎脱 臼に よ り安楽 死 さ せ脳 を摘
出 した 。
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肌CS
肌CSは 既 に 報 告 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 行 っ た(15)。1次元 目 の 制 限 酵
素 と し て ・//とBg111を 用 い 、2次 元 目 の 制 限 酵 素 と し てHinflを 用 い た 。
(2)実験 結 果
カイ ニ ン酸 投 与 に よ りマ ウ ス海 馬 で発 現 増 強 す る遺 伝 子 を 同定 す るた
め に、 我 々の 開発 した新 しい2次 元cDNA-displaysystemであ るRLCSを利 用
した(15)。肌CSに お いて それ ぞ れ のcDNAは2次 元 ゲル の 特定 の位置 に ス ポ ッ
トと して 検 出 さ れ る。 また、異 な る条件 下 にお け るそ れ ぞれ の ス ポ ヅ ト強 度 の
変化 はそ の対 応 す る遺伝 子 の発 現 変動 を反 映 す る。
Fig.2.RLCSanalysisofhippocampuscDNAfromkainate-injectedmice.(A)Wholeprofile
ofllo11-treatedmice.Arrowsshowthedirectionsoflst-and211d-dimensionalelectrophoresis
(1Dand2D,respectively).Thescalesare1.88,1.49,0.93,andO.42kbp(fromrighttoleft)
inID,and1357,1078,872,603,310,281/271,234,194,118and72by(fromtoptobottom)in
2D.Theregionaroundspot50(surroundedbyasquare)iszoomedupin(B).(B)Profiles
aroundspot50frommicenottreated,6hafterkainateinjectionand6hafterkainateinjection
withMK801pretreatment.Openarrowheadshowsspot50.Closedarrowheadsshowthespots
whoseintensitiesarenotchanged.
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カイ ニ ン酸 投 与 したマ ウス海 馬 と無 処 置 の マ ウス 海 馬 の間 で 肌CSの ス
ポ ッ トを比 較 し、 カ イ ニ ン酸投 与 に よ り強 度 の増 強 す る ス ポ ッ トを 同定 した
(Fig.2A)。N-copinecDNA断片 は それ らの 中の1っ 、 ス ポ ッ ト50か ら単離 さ
れ た 。ス ポ ヅ ト50の 強 度 は カ イニ ン酸 投 与後6時 間で 増 強 され るが、2時 間、
24時間 で はそ の増 強 は見 られ な か った 。 ま た、NMDA受容 体拮 抗 薬MK801の前
投与 はそ の増 強 を阻 止 した(Fig.2B)。これ らの 結果 は、N-copinemRNAの発 現
が カ イニ ン酸 投 与 に よ りNMDA受容 体 依 存 的 に増 強 さ れ る こ とを示 す 。
第 二節 神 経活 動依 存 的 に制 御 され るN-copinemRNAの発 現
(1)実験 材 料 お よび実 験 方法
Insituハイブ リダ イゼ ー シ ョン
Insituハイ ブ リダイ ゼー シ ョ ンは既 に報 告 され て い る方法 に従 って 行
っ た(17)。カ イニ ン酸 投 与、LTP導 有 無 のマ ウス脳 組 織 か ら8呻 厚 の新 鮮凍
結 切 片 を作 製 した。[35S]ラベ ル した リボ プ ロー ブ は定 法 に従 って作 製 した 。ジ
ゴ キ シ ゲ ニ ン ラ ベ ル し た リ ボ プ ロ ー ブ はSP6andT7poly皿erase
kit(Boehringer)用いて作 製 した 。リボ プロー ブ合 成 の鋳 型 に は、pSPORT2ベク
ター(GIBCOBRL)に挿 入 したN-copinecDNAのヌ ク レオ チ ド509-2019に対応 す
るDNA断 片 と5'一非 翻 訳領 域 に対応 す るDNA断 片 を用 い た。 ハ イ ブ リダ イゼ ー
シ ョ ンは55°Cで16時 間行 い、 洗 浄 は55°Cで2×SSC溶 液 と0.2×SSC溶液 中
で行 った 。用 い た2つ の リボ プ ロー ブは、Insituハイ ブ リダイゼ ー シ ョン解
析 にお いて 、同 じ結 果 を示 した。陰性 コ ン トロー ル と して はセ ンス プ ロー ブ を
用 い た 。
電 気 生理 学 的 実験
BALB/c雌性 マ ウス(8週 齢)か ら海 馬 ス ライ ス(400μ皿)を作 製 し、電 気生
理 学 的 実験 は安 居 らの方 法 に従 って 行 った(18)。テ ス ト刺 激(0.1msec、0.033
Hz)をCA3領域 の錐 体細 胞 か らのび る シ ャー ファー側 枝 に与 え、CA1領域 の 錐体
細 胞 体層 で細 胞 外 の フ ィー ル ド電 位 を記録 した。LTPは、5分 お きに3回 の テ
タ ヌス刺 激(1sec、100Hz)を与 え る こ とに よ り誘 導 した 。LTPを誘 導 して か ら
6時 間 まで 、300%以上 の フ ィー ル ド電位 を記 録 した。
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(2)実験結 果
Insituハイ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンに よ り、 カ イニ ン酸 投 与 後6時 間で
N-copinemRNAが海 馬 、特 にCA1領 域 の錐体 細 胞 にお い て発 現 増強 され る こ と
を確 認 した(Fig.3A)。カイ ニ ン酸 投 与後2時 間、24時 間で はそ の発 現 増強 は
見 られ な か った。ま た、グ リア細胞 で は シ グナル が全 く検 出 され な か った た め、
N-copineの発現 が神 経 細 胞 特 異 的 で あ る と結 論 した。さ らに海 馬CA1-LTPの誘
導 に よ りN-copine皿RNAの発 現 増 強 が見 られ るか どうか を調 べ た 。 マ ウス海 馬
ス ラ イ ス 上 で、 高 頻 度 刺 激(3回 の テ タヌ ス刺 激)に よ りCA1-LTPを誘 導 し、
CA1-LTPが6時間持続 した こ とを確 認 した 。 そ の海 馬 ス ライ ス よ り切 片 を調 製
してInsituハイ ブ リダイ ゼー シ ョンを行 った(Fig.3B)。N-copinemRNAの発
現 はCA1領 域 の錐 体 細胞 で有 意 に増強 して い た。他 の領 域 の神 経 細 胞 で は その
よ うな発 現増 強 は見 られ な か っ た。また、同 じ海 馬 ス ライ ス よ り調 製 した隣接
切 片 にお いて 、 既 にLTP誘 導 に伴 い発 現 増 強 さ れ る こ とが 報 告 さ れ て い る
Proenkephalin皿RNA(7)も同様 に発 現 増 強 され る こ と を確 認 した 。 これ らの 結
果 よ り、CA1錐体 細 胞 にお け るN-copine皿RNAの発 現 増 強 はCA1-LTPの成 立 と
よ く相 関 す る こ とを明 か と した 。
Fig.3.Up-regulationofN-copinemRNAexpressioninhippocampusbyneuronalactivity.
(A)Insituhybridizationofbrainfrontalsectionsfrommice6hafterkainateinjectionorno
injection.35S-labeledriboprobespecificforN-copinemRNAwasused.(B)Insitu
hybridizationofhippocampalslices6hafterhigh-frequencystimulation(HFS)evokingCA1-
LTPornostimulation(control).Digoxigenin-labeledriboprobespecificforN-copinemRNA
wasused.
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第 三 節 マ ウ ス と ヒ トの 完 全 長N-copinecDNAの単 離
(1)実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法
N-copinecDNAの単 離
ス ポ ヅ ト50か ら 回 収 し たcDNA断 片 は 、PCR法(15)に よ りpSPORT2ベク
タ ー(GIBcoBRL)に挿 入 し た 。 こ のcDNA断 片 を プ ロ ー ブ と し 、 λgtloマウ ス 脳
cDNAラ イ ブ ラ リ ー(CLONTECH)をプ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で ス ク リー
ニ ン グ し 、 マ ウ スN-copineの完 全 長cDNAを 単 離 し た 。 ヒ トN-copineの完 全
長cDNAはPCR法 に よ り ヒ ト脳cDNAラ イ ブ ラ リー(GIBCOBRL)から 単 離 し た 。
用 い た プ ラ イ マ ー は マ ウ スN-copineとヒ トESTク ロ ー ン の 塩 基 配 列(GenBank
登 録 番 号T15557;ク ロ ー ンT15557はマ ウ スN-copineの3'一非 翻 訳 領 域 に 対 応
す る)を も と に 作 製 し た 。cDNAの 塩 基 配 列 は 両 鎖 と も に 決 定 し た 。 マ ウ スN-
copinecDNAの中 に は 、RLCS解 析 に 用 い たBg111とHioflの 切 断 部 位 が 肌CS
プ ロ フ ア イ ル か ら 予 想 さ れ る 位 置 に 存 在 し て い た 。こ れ ら の 塩 基 配 列 はDDBJ、
EM肌 とGenBankデー タ ベ ー ス に 登 録 し た(ABOO8893、ABOO9288)。
(2)実 験 結 果
ス ポ ッ ト50か ら 回 収 し たcDNA断 片 を プ ロ ー ブ と し て 、 マ ウ ス 脳cDNA
ラ イ ブ ラ リー よ り完 全 長 のN-copinecDNAを 単 離 し た 。 そ の サ イ ズ は2.1kb
で 、ノ ザ ン プ ロ ヅ ト解 析 に よ り得 ら れ た 転 写 産 物 の サ イ ズ と よ く一 致 す る(Fig.
6A>。ま た 、 ヒ ト脳cDNAラ イ ブ ラ リー よ り 完 全 長 の ヒ トN-copinecDNAを単 離
し た 。 ヒ ト と マ ウ ス のcDNAに は 、1つ の 長 い オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 一
存 在 し、 と も に557ア ミ ノ 酸 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド し て い た 。 最 初 の メ チ オ
ニ ン 周 囲 の 塩 基 配 列 はKozakrule(19)に従 い 、3'非翻 訳 領 域 に は ポ リA付 加 シ
グ ナ ル が 存 在 し て い た 。N-copinecDNAがコ ー ドす る 蛋 白 質 は 全 体 的 に 親 水 性
で あ り、 シ グ ナ ル 配 列 や 膜 貫 通 領 域 は 存 在 し な か っ た(Fig.4)。ヒ ト と マ ウ ス
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 は98%で あ り、 非 常 に 保 存 性 の 高 い 蛋 白 質 で あ っ た 。
GenBankデー タ ベ ー ス 解 析 に よ り、N-copineと最 も 高 い 相 同 性 を 示 す 蛋 白 質 と
し て ヒ トCopineI(16)を同 定 し た 。 ヒ トN-copineとヒ トCopineIのア ミ ノ 酸
配 列 の 相 同 性 は49%で あ っ た 。 こ の こ と よ り、N-copineはCopineファ ミ リー
の メ ン バ ー で あ る こ と が 明 か と な っ た 。
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Fig. 4. Alignment of amino acid sequences of mouse and human N-copine (m, h N-copine), 
and of human copine I (h copine I). Identical amino acid residues are shaded. Hyphens 
show gaps. Solid lines show C2-domains.
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  A
 • • ,,, 
 N-copine A 20  SRVELRVSCHGVLDRWTLTKPHPiCVLLKINS-DEQWVEVERt.EMLRSC-S 
 N-copine B 152 DYVQLTFRATO4MKOLFSKOTMEIYKTNEGQSDQLVWRTEVpIN-U 
Copine I A 6  TOTQLSIScDHZilDKPIGSKSPVLCVLLQDVGGGSWAELGRtEkykt 
 Copine I B 138 RVVTMEVEARNLDKKULpX$AgFLEFFRQGDGKW-HLVYREgAON-4 
PLC-y 1095 AISIEVLGARELP-KDGRgIVCFVEIEVAG-AEYDSTKQKMEVVbNGii 
          . PKC-y 172 EINIXTVGEARNlidPMDPNO:LIKZIP-DPRNLTKKIRTVW-
 
. , -   -    
Syt I A 158 QLLT:GIIQAAEWALDMGG7aDkYMIOFLI.P---DKKKAFEVMRK   Ii 
Syt I B 289 K4TVYILEAKN7:KKMPITGq1WHI,MQ-NGKRLWMITIKWH 
Doc2a A 103 TH3CILRAKG14KPM0FNRIAPOOLHLP-GACKANg7.41KTQii# 
 Doc2a B 297 GWIGILRCAHEAAMbVNOLM50:TYiRP-DVDKI(StlittCVAX-4 
 •  • • 
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 N-copine B 200  #1?0t--XPV(LSLHSLCSCDVHRPVI(FLiTYpYRSSGKH44!OEFTSTFQ 
Copine I A 55  SEi-SiTLQLEYRFETVQKLRFGiYDIblIKTPELADDIOGAECSLG 
 Copine I B 186 WIW--KRZSVPVQHFCGGNPSTPIQVQCSOygSDGSHgiTATFHTSLA 
PLC-y 1142  WXPAKMIFQ----ISNPEFAFtRFVV7EEOMFSDOi-LAQATFPVK 
PKC-y 218  3ftif-OXTtNiFN--LKPGDVERR-1;rSVERWpWORTSRAg-rMpAMSFGVS 
Syt  I A 203 lik.VV-I1:--VPYSELGGIUtyMASMPFPRFSKHP:-I0EFKVPMN 
Syt I B 336 NRYY-4gSFE--VPFEQIQKVQVVV040YOCIGKgA-AORVFVGYN 
 Doc2a A 152 10-15..-LTYS-GITDDDITHIKVVRIALSH-tX4EIRVPLR 
 Doo2a B 314 i*F-0EtTYE--IELSTLATKTxEVTVOYOGIKS#0VOGVSLGPG
N-copine B 
Copine I B 
 PLC-y 
 N-copine A 
Copine  IA 
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Syt I A 
 Syt  I B 
 Doc2a A 
PKC-y
Fig. 5. Domain structure of N-copine. (A) Sequence alignment of two C2-domains 
(classified as A, B) present in N-copine, copine I, synaptotagmin I, Doc2a. The C2-domain 
in each phospholipase  C-y  (PLC-y) and protein kinase  C-y  (PKC-y) is also aligned. Amino 
acid residues conserved in more than five kinds of C2-domains are shown on black 
backgrounds. Dots show the five conserved aspartate residues that are considered to be 
important for  Ca2+-binding. The asterisk shows the conserved threonine residue, which 
serves as a putative phosphorylation site. (B) Phylogenetic tree. Evolutionary distances 
between the C2-domains from various proteins were estimated with the Gene Works 
(IntelliGenetics).
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N-copineのア ミ ノ 酸 配 列 で 最 も 特 徴 的 な の は 、ProteinkinaseCでCa2+
結 合 領 域 と し て 同 定 さ れ たC2-domain(20)を2つ 持 っ て い る こ と で あ る 。N-
copineのC2-domainは他 の 蛋 白 質 のC2-domainに典 型 的 な ア ミ ノ 酸 を 保 存 し て
い た(Fig.5A)。特 に2番 目 のC2-domainはCa2+結合 に 必 須 の5つ の ア ス パ ラ
ギ ン 酸 を 保 存 し て い た(21)。2つのC2-domainを持 っ 蛋 白 質 フ ァ ミ リ ー と し て 、
SiidhofらはSynaptotagmin、Rabphilin-3A、Doc2等に よ り形 成 さ れ る"Double
C2-domainproteinfamily"を提 唱 し て い る(22)。し か し 、N-copineとCopine
Iは2つ のC2-domainを持 つ に も 関 わ ら ず 、"DoubleC2-domainproteinfa皿ily"
に は 属 さ な い と 考 え ら れ る 。 第1に 、C2-domainでの 系 統 解 析 か ら、N-copine
とCopineIの2つ のC2-domainはSynaptotag皿inやDoc2のそ れ よ り も 遡 し ろ
PLC-Yのそ れ に 相 同 性 が 高 い(Fig.5B)。第2に 、N-copineとCopineIの2つ
のC2-domainは ア ミ ノ 末 端 側 に 存 在 し て い る が 、"DoubleC2-domainprotein
family"の蛋 白 質 で は 全 て カ ル ポ キ シ 末 端 側 に 存 在 し て い る 。
第 四 節N-copineの 脳 特 異 的 発 現
(1)実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法
ノ ザ ン プ ロ ヅ ト解 析
Multi-tissuenorthernblotはCLONTECH社か ら 購 入 し た 。 発 生 段 階 で
の 発 現 を 調 べ る た め 、BALB/c雌性 マ ウ ス の 脳 か ら調 製 し たpoly(A)+RNA(2μ9)
は0.66Mホ ル ム ア ル デ ヒ ドを 含 む1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、ナ イ ロ ン メ ン ブ
ラ ン に プ ロ ヅ ト し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン はQuickHyb溶 液(Stratagene
社 製)を 用 い て 行 っ た 。 プ ロ ー ブ は32Pラ ベ ル し たN-copinecDNAのヌ ク レ オ チ
ド509-2019に対 応 す る1.5kbpの 断 片 を 用 い た 。
ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 抗N-copineポリ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
マ ウ スN-copineの4-161aaに対 応 す るcDNA断 片 をPCRに よ り増 幅 し、
GST融合 蛋 白 質 発 現 ベ ク タ ー 、pGEX3T-3(Pharmacia)に挿 入 し た 。GST融 合 蛋 白
質 はIPTG誘 導 に よ りE.coli(DH5α〉で 産 生 さ せ 、Glutathione-Sepharose4Bビ
ー ズ(Pharmacia)を用 い て ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た 。 精 製 し たGST融 合N-copine
蛋 白 質 を 定 法 に 従 っ て ウ サ ギ に 免 疫 し、 抗 血 清 を 得 た 。 血 清 中 のGSTに 対 す る
抗 体 はGSTを 固 定 し たSepharose4Bカラ ム を 用 い て 除 去 し た 。N-copine蛋白
質 に 特 異 的 な 抗 体 は 、N-copineを固 定 し たSepharose4Bカラ ム を 用 い て ア フ
ィ ニ テ ィ 精 製 し た 。
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ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト解 析
BALB/c雌性 マ ウ ス の 脳 は5倍 容 量 の20皿MTris-HCI(pH7.4)、1mM
phenylmethylsulfonylfluoride、10ｵg/mlleupeptinを含 む 溶 液 中 で デ フ ロ
ン ポ ッ タ ー ・ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 ホ モ ジ ネ ー トの
SDS-PAGE(23)を行 い 、PVDFメ ン ブ ラ ン(Millipore)にプ ロ ヅ ト し た 。10%スキ ン
ミ ル ク を 含 むPBS溶 液 で ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、メ ン ブ ラ ン は ウ サ ギ 抗N-copine
抗 体(70ng/ml)と反 応 さ せ 、そ れ か ら2000倍 希 釈 し たhorseradishperoxidase
標 識 の 抗 ウ サ ギlgG抗 血 清(CAPP肌)と 反 応 さ せ た 。 検 出 はECL
syste皿(Amersha皿)を用 い て 行 っ た 。
(2)実 験 結 果
種 々 の 組 織 に お け るN-copine皿RNAの発 現 を ノ ザ ン プ ロ ッ ト解 析 に よ り
調 べ た 。 ヒ ト と マ ウ ス でN-copine特異 的 な2.2kbの 転 写 産 物 は 脳 で の み 検 出
さ れ 、 他 の 組 織 で は そ の バ ン ドは 全 く検 出 さ れ な か っ た(Fig.6A)。さ ら に 、
脳 の 発 生 段 階 に お け るN-copinemRNAの発 現 を 調 べ た 。N-copinemRNAは胎 児
期 の19日 で 初 め て 検 出 さ れ 、 出 生 時 ま で 徐 々 に 上 が っ た 。 出 生 後 、 そ の 発 現
は 劇 的 な 上 昇 を 示 し た(Fig.6B)。マ ウ ス 脳 で のN-copine蛋白 質 の 発 現 を 確 認
す る た め に 、N-copineの1番目 のC2-domainに対 す る ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト解 析 を 行 っ た 。マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ
ー ト 中 に 、 約62kDaの シ ン グ ル バ ン ドが 検 出 さ れ た(Fig.6C)。こ の サ イ ズ は
N-copineのア ミ ノ 酸 配 列 よ り計 算 さ れ た 値(61.7kDa)とよ く 一 致 し た 。こ れ ら
の 結 果 よ り、 ヒ ト と マ ウ ス に お け るN-copineの発 現 は 脳 特 異 的 で あ る こ と が
明 か と な っ た 。
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Fig. 6. Brain-specific expression of N-copine. (A) Multi-tissue northern blot analyses of 
N-copine mRNA expression in adult mouse (upper panel) and human (lower panel). (B) 
Developmental expression of N-copine mRNA in mouse brain.  Poly(A)* RNA derived from 
mice brain of embryonic day 10, 15, and 19  (E10, E15, and E19, respectively), and postnatal 1 
day and 8 weeks (P1 and 8W, respectively) was used for the analysis. (C) Detection of N-
copine in mouse brain homogenate with anti-N-copine antibody (lane 1). As a control the 
antibody was absorbed with the excess amount of N-copine (lane 2). Position of N-copine (62 
kDa) is indicated.
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第 五 節 考 察 お よ び 小 括
(1)考 察
本 研 究 に お い て 、 肌CSを 利 用 し た 発 現 遺 伝 子 探 索 に よ り、 カ イ ニ ン 酸
投 与 し た マ ウ ス 海 馬 でNMDA受 容 体 依 存 的 に 発 現 増 強 さ れ る 脳 特 異 的 な 新 規 遺
伝 子 と し てN-copineを 同 定 し た 。 カ イ ニ ン 酸 投 与 は マ ウ ス 海 馬 に お い てLTP
様 の シ ナ プ ス 増 強 を 誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る(14)。ま た 、LTPの 誘 導 に は
NMDA受容 体 か ら のCa2+流入 が 必 須 で あ る(2)。実 際 にN-copine皿RNAの発 現 が
CA1-LTPを誘 導 す る 高 頻 度 刺 激 に よ り増 強 さ れ る こ と を 明 か に し た 。 こ れ ら の
結 果 よ り、N-copineはシ ナ プ ス 可 塑 性 に 関 与 す る と 考 え ら れ る 。カ イ ニ ン 酸 に
よ るN-copine皿RNAの発 現 増 強 は 投 与 後6時 間 ま で は 見 ら れ な か っ た 。 デ ー タ
は 示 し て い な い が 、 こ の 経 時 的 変 化 はProenkephalin皿RNAの経 時 的 変 化 と 同
様 で あ っ た 。 対 照 的 に 最 初 期 遺 伝 子 で あ るc-fosやzif268は カ イ ニ ン 酸 投 与
後2時 間 で 発 現 誘 導 さ れ た 。N-copineはシ ナ プ ス 可 塑 性 の 誘 導 と い う よ り は む
し ろ 、 そ の 維 持 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。
N-copineはCa2+依存 的 リ ン 脂 質 結 合 蛋 白 質 の ヒ トCopineIと 有 意 の 相
同 性 を 示 し た 。ESTデ ー タ ベ ー ス 解 析 よ り 、Copineがフ ァ ミ リ ー を 形 成 し 、 少
な く と も ヒ ト と マ ウ ス で6つ 以 上 のCopineフ ァ ミ リ ー 蛋 白 質 が 存 在 す る こ と
は 明 か で あ る 。ま た 、Copineファ ミ リー 蛋 白 質 は ゾ ウ リ ム シ か ら ヒ ト に 至 る ま
で 保 存 さ れ て い る 。N-copineはそ の 発 現 分 布 か らCopineフ ァ ミ リー の 脳 特 異
的 な メ ン バ ー で あ る と 考 え ら れ る 。 ヒ トN-copineとヒ トCopineIの ア ミ ノ 酸
配 列 の 比 較 は 、Copineフ ァ ミ リ ー に お い て 保 存 さ れ た 領 域 を 明 か に し た 。N-
copineとCopineIのC2-do皿ain領域 の 相 同 性 は40%で あ る の に 対 し 、 カ ル ポ
キ シ 末 端 領 域 は60%の 相 同 性 を 示 し た 。カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 はCopineフ ァ ミ リ
ー に 特 異 的 な 未 知 の 機 能 を 持 っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。N-copineやCopine
フ ァ ミ リ ー 蛋 白 質 の 生 理 的 役 割 は 殆 ど わ か っ て い な い が 、 ゾ ウ リ ム シ か ら ヒ ト
ま で 保 存 さ れ て い るCopineフ ァ ミ リー の 蛋 白質 は 生 体 内 に お い て 重 要 な 役 割
を 果 し て い る と考 え ら れ る 。
N-copineはProteinkinaseCでCa2+結合 領 域 と し て 同 定 さ れ たC2-
domain(20)を2つ持 っ て い た 。N-copineの2番 目 のC2-do皿ainは、 他 のC2-
domainを持 つ 蛋 白 質 の 解 析 か らCa2+結合 に 必 須 で あ る こ と が 明 か と な っ て い
る5つ の ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 保 存 し て い た(21)。N-copineも同 様 にCa2+結合 能 を
有 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ ま で に2っ のC2-do皿ainを 持 つ 蛋 白 質 と し て
Synaptotag皿in、Rabphilin-3A、Doc2等が 同 定 さ れ て お り(24-26)、こ れ ら の 蛋
自 質 は"DoubleC2-domainproteinfamily"を形 成 し て い る(22)。"Double
C2-dominproteins"は、 神 経 細 胞 に お い て 主 に 軸 策 や プ レ シ ナ プ ス 部 位 に 局
在 し 、 神 経 伝 達 物 質 放 出 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 し て い る(27,28)。N-copine
とCopineIは2つ のC2-domainを持 つ に も 関 わ ら ず 、 こ れ ら のC2-domainの
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配 列 は"DoubleC2-do皿ainproteins"より も む し ろPLC-Yと 高 い 相 同 性 を 示 し
た 。 さ ら に 、"DoubleC2-do皿ainproteins"の2つのC2-domainはカ ル ポ キ シ
末 端 側 に 存 在 す る の に 対 し 、N-copineとCopineIの2つ のC2-domainはア ミ
ノ 末 端 側 に 存 在 し て い た 。そ の た めN-copineとCopineIは、"DoubleC2-do皿ain
proteinfa皿ily"のメ ン バ ー に 属 さ な い と 思 わ れ る 。N-copineは神 経 細 胞 に お
い て"DoubleC2-domainproteins"によ る 神 経 伝 達 物 質 放 出 と は 異 な る 役 割 を
果 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。
(2)小 括
1)2つ のC2-domainを持 つ 新 規 蛋 白質 、N-copineを同 定 し た 。
2)N-copineがCopineフ ァ ミ リー の 脳 特 異 的 な メ ン バ ー で あ る こ と を 明 か
に し た 。
3)N-copinemRNAの 発 現 が カ イ ニ ン 酸 投 与 に よ り海 馬 でNMDA受 容 体 依 存
的 に 増 強 さ れ る こ と を 明 か に し た 。
.4)N-copine皿RNAの 発 現 がCA1-LTPを誘 導 す る 高 頻 度 刺 激 に よ り増 強 さ れ
る こ と を 明 か に し た 。
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第 二 章 マ ウ ス 脳 に お け るN-copineの発 現 分 布 お よ び 細 胞 内 局 在
第1章 に お い て 、2つ のC2-dominを 持 つ 新 規 の 蛋 白 質 、N-copineを
同 定 し た こ と を 示 し た 。N-copineはCa2+依存 的 リ ン 脂 質 結 合 蛋 白 質 、 ヒ ト
CopineI(16)と相 同 性 を 示 す こ と か ら、Copineファ ミ リー の 脳 特 異 的 な メ ン バ
ー で あ る 。N-copineとCopineIは2つ のC2-domainを持 つ に も 関 わ ら ず 、 そ
れ ら の 構 造 か ら"DoubleC2-domainproteinfamily"に属 さ な い と 考 え ら れ る 。
神 経 細 胞 に お い て"DoubleC2-do皿ainproteins"は神 経 伝 達 物 質 の 放 出 に 関 与
し て い る(27,28>。し か し な が ら、神 経 細 胞 に お け るN-copineの役 割 は"Double
C2-do皿ainproteins"によ る 神 経 伝 達 物 質 放 出 と は 異 な る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。
本 章 で は 、N-copineの中 枢 神 経 系 で の 役 割 を 明 か に す る た め 、マ ウ ス 脳 に お け
るN-copineの発 現 分 布 お よ び 細 胞 内 局 在 を 調 べ た 。さ ら にN-copineと"Double
C2-domainproteins"の神 経 細 胞 に お け る 局 在 を 比 較 解 析 し た 。
第 一 節 マ ウ ス 脳 に お け るN-copine皿RNAのInsituハイ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
解 析
(1)実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法
Insituハイ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
第 一 章 、 第 二 節 に 準 じ た 。
(2)実 験 結 果
Fig.7は 、 マ ウ ス 脳 に お け るN-copinemRNAのInsituハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 解 析 を 示 し て い る 。 シ グ ナ ル は 主 嗅 球 、 副 嗅 球 、 海 馬 に 限 局 し て 観
察 さ れ た(Fig.7A,c,D)。 海 馬 で は 、 強 い シ グ ナ ル はcA1-cA3領 域 の 錐 体 細
胞 と 歯 状 回 の 顆 粒 細 胞 で 観 察 さ れ 、CA3領 域 の 錐 体 細 胞 が 最 も 強 い シ グ ナ ル を
示 し た(Fig.7c)。対 照 的 にCA2領 域 の 錐 体 細 胞 の シ グ ナ ル は 非 常 に 弱 か っ た
(Fig.7C)。主 嗅 球 と 副 嗅 球 で は 、 顆 粒 細 胞 が 最 も 強 い シ グ ナ ル を 示 し た(Fig.
7D)。僧 帽 細 胞 層 で も シ グ ナ ル は 検 出 さ れ た 。 ま た 弱 い な が ら も 大 脳 皮 質 第2
層 の 神 経 細 胞 も シ グ ナ ル が 陽 性 で あ っ た(Fig.7B)。脳 幹 や 脊 椎 の1部 の 神 経
細 胞 で も 陽 性 シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た 。調 べ た 限 り に お い て グ リ ア 細 胞 で は シ グ
ナ ル が 全 く検 出 さ れ な か っ た た め 、N-copine皿RNAの発 現 が 神 経 細 胞 特 異 的 で
あ る と 結 論 し た 。
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FIG.7.InsituhybridizationanalysisoftheexpressionofN-copineinmousebrain.Images
showingsignalsforthewholebrain(A),cerebralcortex(B),olfactorybulb(D)fromsagittal
sections,andhippocampusfromafrontalsection(C).Abbreviationsareasfollows:Hc,
hippocampus;OB,olfactorybulb;DG,dentategyrus;AOB,accessoryolfactorybulb;MOB,
mainolfactorybulb;GL,granulecelllayer;ML,mitralcelllayer.Scalebarsarelmm(A),
50μm(B)and200ｵm(C,D).
第二 節 マ ウス 脳 にお け るN-copine蛋白質 の免疫 組 織 染 色解 析
(1)実 験材料お よび実験方法
ア フ ィニ テ ィ精 製抗N-copineポリク ロー ナル 抗体 の作 製
C2A-domainに対 す る抗 体 は第1章 、 第 四節 で 示 した ア フ ィニ テ ィ精 製
抗体 を用 い た 。さ らに カル ポ キ シ末端 領 域 に対 す る抗体 を作 製 した 。方法 は第
1章、 第 四節 に準 じた。
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ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト解 析
方法 は第1章 、第 四節 に準 じた。 ウサギ 抗N-copineC2Adomain抗体 、
カル ポ キ シ末 端 領 域抗 体(70ngJml)を用 い て行 った 。 一
免疫 組 織染 色
B瓩B/c雌性 マ ウス をエ ー テル 麻 酔 し、4%パラ ホル ム アル デ ビ ドを含 む
0.1Mリン酸 溶 液(pH7.2)で脳 を灌流 固 定 した 。脳 を摘 出 して アル コール で脱
水 し、 パ ラ フ ィ ン包 埋 して8ｵm厚 の切 片 を作 製 した。切 片 は0.3%過酸 化水 素
を含 む メ タ ノー ル 溶液 中で反 応 させ 、PBS榕液 で平 衡化 した。3%ヤギ 正常 血 清
を 含 むPBS溶 液 で ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 切 片 は ウ サ ギ 抗N-copineC2Adomain
抗 体 、 カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 抗 体(0.5-4ｵg/皿1)、 マ ウ ス 抗Synaptotag皿inI
抗 体(5-15μg/ml)、 マ ウ ス 抗Rab3A抗 体(0.6-2μg/皿1)と 反 応 さ せ 、 ビ オ
チ ン 化 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギlgG抗 血 清(DAKO)また は ビ オ チ ン 化 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス
IgG抗 血 清(KPL)と 反 応 さ せ 、horseradishperoxidase標識 し た ア ビ ジ ン
(VectastainElite;Vector)と反 応 さ せ た 。 検 出 は3,3'-diaminobenzidine
を 用 い て 行 っ た 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル は 正 常 ウ サ ギIgG(4μg/m1)と反 応 さ せ た 。
マ ウ ス 抗Synaptotag皿inI抗体 はWako社 か ら 、 マ ウ ス 抗Rab3A抗 体 はSanta
Cruz社か ら購 入 し た 。
(2)実 験 結 果
マ ウ スN=copineに対 す る2つ の ア フ ィ ニ テ ィ精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 調 製 し た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト解 析 に よ り、2つ の 抗 体 は マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ
ー トでN-copineに特 異 的 な 約62kDaの シ ン グ ル バ ン ドを 検 出 し た(Fig.8)。
こ れ ら の 抗 体 を 利 用 し て 、 マ ウ ス 脳 に お け るN-copine蛋 白 質 の 免 疫 組 織 学 的
局 在 を 調 べ た 。 両 方 の 抗 体 は 全 く 同 様 の 染 色 結 果 を 示 し た 。 陽 性 シ グ ナ ル を 示
し た 領 域 や 細 胞 は 、Insituハ イ ブ リ ダ イ ザ ー シ ョ ン 解 析 に よ り得 ら れ た 結 果
と 全 く 同 様 で あ っ た(Fig.9)。海 馬 に お い て 錐 体 細 胞 と 顆 粒 細 胞 が 強 く染 色 さ
れ た(Fig.9A,c)。ま た 、 強 い 染 色 はcA1-cA3領域 の 放 線 僧 や 歯 条 回 の 分 子 層
で 見 ら れ た(Fig.gc)。錐 体 細 胞 か ら の 軸 策 が 伸 び るCA1-CA3領 域 の 多 形 細 胞
層 の 染 色 性 は 非 常 に 弱 か っ た(Fig.9A,c)。強 拡 大 に よ りcA1-cA3領域 の 錐 体
細 胞 の 細 胞 体 と 樹 状 突 起 で 染 色 が 検 出 さ れ た(Fig.9D,F)。主 嗅 球 と 副 嗅 球 で
は 、 顆 粒 細 胞 が 強 く 染 色 さ れ た(Fig.9D,E)。強 拡 大 で 、 顆 粒 細 胞 も 細 胞 体 と
樹 状 突 起 に 強 い 染 色 が 検 出 さ れ た(Fig.9E)。こ れ ら の 結 果 よ り、N-copineが
特 定 の 神 経 細 胞 に お い て そ の 細 胞 体 と 樹 状 突 起 に 主 に 局 在 し て い る こ と が 明
か と な っ た 。
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FIG.8.Subcellulardistributionof
N-copine.DetectionofN-copineby
westernblotwithanti-C2Ainmouse
brainhomogenate(Homo),membrane
fractions,(P1,P2,P3fractions)and
cytosolfraction(Sup).Positionof
N-copine(62kDa)isindicated.
Positionsofmolecularweightmarkers
areshownontheleft.
N-copineとの 細 胞 内 局 在 を 比 較 す る た め 、"DoubleC2-domainprotein
fa皿ily"のメ ン バ ー で あ るSynaptotag皿inI(22)とRab3A(29)の免 疫 組 織 染 色 を
行 っ た 。 両 方 の 蛋 白 質 は 主 に プ レ シ ナ プ ス 部 位 に 局 在 し、 シ ナ プ ス 小 胞 と 結 合
し て 存 在 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る(27,28)。こ れ ら の 蛋 白 質 の 染 色 パ タ
ー ン は 全 く 同 様 で あ り、N-copineの染 色 パ タ ー ン と は 異 な っ て い た 。 海 馬 の
CA1領 域 で は 、SynaptotagminIとRab3Aに対 す る 抗 体 は 、 と も に 多 形 細 胞 層
と 放 線 層 を 強 く染 色 し た 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 抗 体 は 錐 体 細 胞 の 細 胞 体 や
樹 状 突 起 は 染 色 し な か っ た(Fig.9G,H)。 こ の よ う に 神 経 細 胞 に お け るN-
copineの局 在 はSynatotag皿inIやRab3Aとい っ た シ ナ プ ス 小 胞 結 合 蛋 白 質 の
局 在 と は 全 く異 な る こ と が 明 か と な っ た 。
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FIG. 9. Localization of N-copine protein in mouse brain. Immunohistochemical images 
with anti-C2A (A) and anti-C-terminus (B - F) showing whole hippocampus (A), whole 
olfactory bulb (B), layer structure of hippocampal  CA1 and dentate gyrus (C), CA3 pyramidal 
cells (D), granule cells in main olfactory bulb (E) and hippocampal  CA1 (F). Localizations 
of synaptotagmin I and rab3A in hippocampal  CA1 are compared (G, H). Abbreviations are 
as follows: DG, dentate gyrus; fi, fimbria;  0, stratum oriens; P,  CA1 pyramidal cell layer; R, 
stratum radiatum; M, molecular layer of dentate gyrus;  G, granule cell layer; AOB, accessory 
olfactory bulb; MOB, main olfactory bulb. Scale bars are 250  pm (A), 500  I'm (B), 100  1.1.M 
(C), and 25  !Am (D-G).
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第 三 節N-copineのCa2+依 存 的 な 膜 画 分 へ の 結 合
(1)実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法
GST融合 蛋 白 質 の 作 製
マ ウ スN-copineの3っ の 領 域(C2A領 域 、4-161aa;C2B領域 、141-270
aa;カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 、240-428aa)に対 応 す るcDNA断 片 をPCRに よ り増
幅 し 、GST融 合 蛋 白 質 発 現 ベ ク タ ー 、pGEX3T-3(Pharmacia)に挿 入 し た 。GST融
合 蛋 白質(GST-C2A、GST-C2B、GST一カ ル ポ キ シ 末 端 領 域)の 精 製 は 第 一 章 、 第
二 節 に 準 じ た 。
マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー トの 分 画 実 験
マ ウ ス 脳 は5倍 容 量 の20mMTris-HC1(pH7.4)、10ｵg/mlleupeptin、
1mMphenyl皿ethylsulfonylfluoride、1mMEDTAを含 む 溶 液 中 で テ フ ロ ン ポ
ヅ タ ー ・ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー トは 、
既 に 報 告 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て3つ の 膜 分 画(P1、P2、P3)と細 胞 質 分 画 に 分
け た(30)。そ れ ぞ れ の 分 画 を 等 量(10μ9)用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト解 析 を 行
っ た 。N-copine蛋白 質 のCa2+依存 的 な 膜 分 画 へ の 移 行 を 調 べ る た め 、 マ ウ ス 脳
は1皿MCaCl2ま た は1皿MEGTAの 存 在 下 で 、5倍 容 量 の20mMTris-HCI(pH7.4)、
10ｵg/皿lleupeptin、1皿Mphenylmethylsulfonylfluorideを含 む 溶 液 中 で
テ フ ロ ン ポ ヅ タ ー ・ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト
は4°Cで30分 間 放 置 し た 後 、4°Cで40,000×g、30分 間 遠 心 分 離 し て 上 清(細
胞 質 分 画)と 沈 殿 物(膜 分 画)に 分 画 化 し た 。 そ れ ぞ れ の 分 画 の 等 容 量 を ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト解 析 に 用 い た 。
ウ エ ス タ ン ブ ロ ヅ ト解 析
方 法 は 第1章 、 第 四 節 に 準 じ た 。 ウ サ ギ 抗N-copineC2Adomain抗体 、
カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 抗 体(70ng/皿1)、マ ウ ス 抗Doc2一α抗 体(2000倍 希 釈)、 マ
ウ ス 抗PKC=y抗 体(2000倍 希 釈)を 用 い て 行 っ た 。 マ ウ ス 抗Doc2一α抗 体 は 阪 口
岳(塩 野 義 製 薬)よ り供 給 さ れ た 。マ ヴ ス 抗PKC-Y抗体 はZYMED社 か ら 購 入 し た 。
(2)実 験 結 果 一
マ ヴ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー トの 分 画 実 験 に お い て 、N-copine蛋白 質 は 主 に 細
胞 質 どP2分 画 に 局 在 し て い た(Fig.8)。N-copineの膜 画 分 に お け る 局 在 がCa2+
に依 存 す る か ど う か を 調 べ た 。 マ'ウス 脳 ホ モ ジ ネ ー トをCa2+の存 在 下 と非 存 在
下 で 調 整 し て 細 胞 質 画 分 と 膜 画 分 に 分 画 し た 。Ca2+非存 在 下 で はN=copineは主
に 細 胞 質 画 分 で 検 出 さ れ た(Fig.10)。一 方 、Ca2+存在 下 で はN-copineは殆 ど
膜 分 画 に 存 在 し て い た 。C2-domainを介 し てCa2+依存 的 リ ン 脂 質 に 結 合 す る こ
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と が 知 ら れ て い るPKC-YとDoc2αも 、 同 様 にCa2+存在 下 で は 膜 分 画 に 存 在 し て
い た 。 こ の よ う にN-copineはCa2+の存 在 下 に お い て 膜 分 画 に 局 在 し て い る こ
と が 明 か と な っ た 。
FIG.10.Cat+-dependentassociationof
N-copinewiththemembranefraction.
Mousebrainswerehomogenizedinthe
presenceofEGTAorCat+and
centrifuged.Equalproportionsofthe
supernatant(Sup)andprecipitant
(Pellet)wereanalyzedbywesternblot
withantibodiesspecificforN-copine
(anti-C2A),PKC-yandDoc2a.
第 四 節N-copineの2番 目 のC2-do皿ainによ るCa2+依存 的 リ ン 脂 質 結 合
(1)実験材料お よび実験方法
リ ン脂 質 結 合 実 験
フ オ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン(Sig皿a)は50皿MHEPES-NaOH(pH7.4>、100皿M
NaClを含 む 溶 液 に 縣 濁 し て 超 音 波 処 置 し た 。2mMCaCl2ま た は2mMEGTA存 在
下 、 同 じ 溶 液 中 で フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン(1.6皿g/皿1)とGST-C2Aまた はGST-
C2B(それ ぞ れ20μ9/ml)と を 混 合 し 、 室 温 で15分 間 放 置 し た 。 そ れ か ら室 温
で10,000×9、20分 間 遠 心 分 離 し た 。 等 容 量 の 上 清 と 沈 殿 物(そ れ ぞ れ 反 応 溶
液 の2μ1相 当)はSDS-PAGEと銀 染 色 に よ り解 析 し た 。
(2)実験 結 果
N-copineの2つ のC2-do皿ainのリ ン 脂 質 結 合 能 を 調 べ た 。 そ れ ぞ れ の
C2-domainのGST融合 蛋 白 質 を フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン と反 応 さ せ 、 遠 心 分 離
し て フ オ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を 分 離 し た 。Ca2+の存 在 下 に お い てGST-C2B(2番
目 のC2-domain>はフ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン と 共 沈 し た が 、Ca2+の非 存 在 下 に お
い て は 共 沈 し な か っ た(Fig.11)。一 方 、GST-C2A(1番目 のC2-domain)はCa2+
の 存 在 下 と非 存 在 下 の い ず れ で も フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン と 共 沈 し た 。GST単
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独 で は 共 沈 は 見 ら れ な か っ た 。 こ の よ う にN-copineのC2B-do皿ainはCa2+依存
的 リ ン 脂 質 結 合 を 示 す こ と 、 ま たC2A-dominはCa2+非 依 存 的 リ ン 脂 質 結 合 を
示 す こ と が 明 か と な っ た 。
FIG.11.Cat+-dependentandindependent
phospholipid-bindingoftheC2-domainsof
N-copine.PhosphatidylserineandGST-
fusionproteinswereincubatedinthe
presenceofEGTAorCat+.After
centrifugation,equalproportionsfromthe
supernatant(Sup)andprecipitant(Pellet)
wereanalyzedbySDS-PAGE.
第五節 考察および小括
(1)考 察
N-copineは脳特 異的 な発 現 を示 す2つ のC2-dominを持 つ 新規 蛋 白質
で あ る。N-copineの発現 は神 経活 動依 存 的 に増 強 され る こ とか ら、シナ プ ス可
塑性 に関 与 す る と考 え られ る。N-copineの中枢 神 経 系 で の役 割 を明 か とす るた
め、マ ウス 脳 にお け るN-copineの発現 分 布 を調 べ た 。Insituハイ ブ リダ イゼ
ー シ ョ ン解 析 は、N-copineの発 現 がマ ウス脳 にお いて 海 馬 と嗅球 に限局 して い
る こ とを 示 した。 ま た、 そ の 発 現 は神 経 細 胞 に特 異 的 で あ った 。 さ ら に、N-
copineに特 異 的 な ポ リク ロー ナ ル抗 体 を作製 してN-copineの免 疫組 織 染 色 を
行 った結 果 、Insituハイ ブ リダ イゼ ー シ ョン解 析 で 得 られ た結 果 と同様 の 発
現分 布 が確 認 され た 。マ ウス にお いて 海馬 や 嗅 球 は記 憶 や 学 習 の ため に 重要 な
領域 で あ る(1,14,31-33)。以 上 の結 果 よ り、N-copineの脳 にお け る発 現 分布
は 可塑 性 との 関連 が高 い領 域 に限 局 され て い る こ とが 明か とな った。
N-copineはシグ ナル 配 列 や膜 貫通 領 域 を持 た な い に も関 わ らず、 細胞
質画 分 と膜 画 分 に存 在 して い た。その 膜 画分 へ の局 在 はCa2+に依 存 して い た。
これ らの 結 果 は、N-copineが細胞 内Ca2+の上 昇 に伴 い 細 胞 質 か ら膜 に移 行 す る
こ とを示 唆 す る。N-copineのC2B-domain領域 とGSTと の 融 合蛋 白質 がCa2+依
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存 的 な フ オ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン と の 結 合 を 示 す た め 、 こ の 特 性 はC2B-domain
に よ る も の と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 そ のC2B-dominは 、 他 のC2-dominを 持
つ 蛋 自 質 でCat+結合 に 必 須 で あ る と 考 え ら れ て い る5つ の ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 保
存 し て い た(22)。N-copineはCa2+セン サ ー と し て 細 胞 質 か ら膜 に 移 行 す る と 考
え ら れ る 。
N-copineとCopineIは2っ のC2-domainを持 っ に も 関 わ ら ず 、 そ れ ら
の 構 造 か ら"DoubleC2-domainproteinfa皿ily"のメ ン バ ー に 属 さ な い と 考 え
ら れ る 。 そ の た め 神 経 細 胞 に お け るN-copineの 役 割 は"DoubleC2-domin
proteinsのよ う な プ レ シ ナ プ ス 部 位 で の 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 と は 異 な る 可 能
性 が 考 え ら れ る 。 本 章 に お い て 、N-copineとSynaptotagminI及びRab3Aの 免
疫 組 織 染 色 を 行 う こ と に よ り、 マ ウ ス 脳 の 神 経 細 胞 に お い てN-copineは
"DoubleC2-domainproteins"と異 な る局 在 を 示 す こ と を 明 か と し た 。 特 に 、
海 馬CA1-CA3領 域 でN-copineは錐 体 細 胞 の 細 胞 体 と樹 状 突 起 で 強 く発 現 し て
い た が 、錐 体 細 胞 か ら の 軸 策 が 伸 び る 多 形 細 胞 層 で の 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。
こ の 結 果 は 、 神 経 細 胞 に お い てN-copineが 、 主 に ポ ス トシ ナ プ ス 部 位 に 局 在
す こ と を 示 す 。対 照 的 に 、Synaptotag皿inIとシ ナ プ ス 小 胞 特 異 的 蛋 白 質 、Rab3A
の 発 現 は 多 形 細 胞 層 で 見 ら れ 、 細 胞 体 と 樹 状 突 起 で は 見 ら れ な か っ た 。以 上 の
結 果 よ り、SynaptotagminIや他 の"DoubleC2-dominprotein"がプ レ シ ナ プ
ス 部 位 で 役 割 を 果 し て い る の に 対 し 、N-copineは主 に 細 胞 体 と樹 状 突 起 に 局 在
し、 ポ ス トシ ナ プ ス 部 位 で 役 割 を 果 し て い る と考 え ら れ る 。
(2)小 括
1)Insituハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 と 免 疫 組 織 染 色 に よ り、N-copine
の 発 現 が マ ウ ス 脳 に お い て 海 馬 と 嗅 球 の 神 経 細 胞 に 限 局 し て 発 現 し て
い る こ と を 明 か に し た 。
2)マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー トに お い てN-copineは細 胞 質 画 分 と膜 画 分 に 存 在
し 、Ca2+依存 的 に 膜 画 分 に 移 行 す る こ と を 明 か に し た 。
3)N-copineの2番 目 のC2-do皿ainがCa2+依存 的 に フ オ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン
と 結 合 す る こ と を 明 か に し た 。
4)神 経 細 胞 に お い てN-copine蛋 白 質 は 主 に 細 胞 体 と樹 状 突 起 に 局 在 す る
こ と を 明 か に し た 。
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第 三 章N-copineと ヒ ト骨 肉 腫 で 高 頻 度 に 増 幅 さ れ る 遺 伝 子 の 産 物 、OS-9と
のCa2+依存 的 結 合
第2章 ま で に 、 シ ナ プ ス 可 塑 性 関 連 遺 伝 子 と し てN-copineを同 定 し、
神 経 細 胞 の ポ ス トシ ナ プ ス 部 位 に お い てCa2+セン サ ー と し て 機 能 す る こ と を 示
し た 。 神 経 細 胞 に お け るN-copineの ポ ス ト シ ナ プ ス 部 位 で の 局 在 は
SynaptotagminやRabphilinなど の"DoubleC2-dominproteins"のプ レ シ ナ プ
ス 部 位 で の 局 在 と は 全 く異 な る た め 、N-copineは"DoubleC2-domainproteins"
と は 異 な る 機 能 を 持 つ と 考 え ら れ る 。 し か し な が ら、N-copineやCopineフア
ミ リー 蛋 白 質 の 機 能 は 殆 ど わ か っ て い な い 。本 章 で は 、N-copineの機 能 を 明 か
と す る た め の 最 初 の ス テ ヅ プ と し て 酵 母two-hybridsystemによ るN-copine
結 合 蛋 白 質 の 探 索 を 行 っ た 。
第 一 節 酵 母two-hybridsystemを利 用 し たN-copine結合 蛋 白 質 の 探 索
(1)実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法
酵 母two-hybridsystem
マ ウ スN-copineの240-428aaに対 応 す るcDNA断 片 はPCRに よ り増 幅
し、pLexAベ ク タ ー(CLONTECH)に挿 入 し た(pLexA-N-copine)。レ ポ ー タ ー プ ラ
ス ミ ドp80p-lacZを含 む 酵 母 菌 株EGY48をpLexA-N-copineとpB42ADマウ ス 脳
cDNAライ ブ ラ リー(CLONTECH)で形 質 転 換 し た 。形 質 転 換 菌 は ロ イ シ ン を 欠 失 し
た 選 択 培 地 で 増 殖 さ せ た 。 ロ イ シ ン 陽 性 の コ ロ ニ ー はX-galフ ィ ル タ ー に 転 写
し、R-galactosidase活性 を 測 定 し た 。 ロ イ シ ン+と1acZ+の酵 母 菌 か ら プ ラ ス
ミ ドを 精 製 し て 大 腸 菌 を 形 質 転 換 し 、そ の 形 質 転 換 菌 か ら プ ラ ス ミ ドを 回 収 し
た 。 回 収 し た プ ラ ス ミ ド を 用 い て 再 度pLexA-N-copineと共 にp80p-lacZを含
む 酵 母 菌 株EGY48を 形 質 転 換 し 、 ロ イ シ ン+とlacZ+を確 認 し た 。 そ れ ら の 中 の
1つ の 陽 性 ク ロ ー ン は ヒ ト骨 肉 腫 に お い て 高 頻 度 に 増 幅 し て い る 遺 伝 子 と し
て 同 定 さ れ たOS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 と 高 い 相 同 性 を 示 す ペ プ チ ドを コ ー
ドす るcDNA断 片 を 含 ん で い た(pB42AD-OS-9)。
N-copineのOS-9結合 領 域 の 解 析
N-copineのOS-9との 結 合 領 域 を 決 定 す る た め 、マ ウ スN-copineの様 々
な 領 域(1-161、1-270、141-270、141-428、240-428、310-428aa>に対 応 す る
cDNA断片 をPCRに よ り増 幅 し 、pLexAベク タ ー に 挿 入 し た 。 酵 母 菌 株EGY48を
そ れ ぞ れ の プ ラ ス ミ ド とpB42AD-OS-9で形 質 転 換 し 、 β一galactosidase活性 を
測 定 し た 。
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(2)実験 結 果
酵 母two-hybridsystemを利 用 し て 、N-copineの240-428aaの領 域 に
結 合 す る 蛋 白 質 を マ ウ ス 脳cDNAラ イ ブ ラ リ ー よ り探 索 し た 。 全 部 で1x107
の 酵 母 形 質 転 換 菌 を ス ク リー ニ ン グ し、 ロ イ シ ン+と1acZ+を 示 す28ク ロ ー ン
を 得 た 。 そ れ ら の 中 の1つ のcDNAは 、 最 初 に ヒ ト骨 肉 腫 に お い て 高 頻 度 に 増
幅 し て い る 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ たOS-9(34)のカ ル ポ キ シ 末 端 領 域(536-667
aa)と90%の相 同 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い た 。 単 離 さ れ たcDNAの
コ ー ドす る 蛋 白 質 が ヒ トOS-9の マ ウ ス ホ モ ロ グ で あ る と 結 論 し た(GenBank
accessionNo.U41635)。し か し な が ら 、R-galactosidaseassayによ り得 ら
れ た 結 合 活 性 は 必 ず し も 強 く な か っ た 。 そ こ で 酵 母two-hybridsyste皿を 用 い
て 、 再 度N-copineのOS-9と の 結 合 領 域 を 調 べ た 。Fig.12に 示 し た よ う に 、
N-copineの2番 目 のC2-domainが最 も 強 い 結 合 活 性 を 示 し た 。さ ら に 、全 て の
2番 目 のC2-domainを含 む 領 域 で 結 合 活 性 が 見 ら れ た 。1番 目 のC2-domainや
カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 に は そ の よ う な 結 合 活 性 は 見 ら れ な か っ た 。こ れ ら の 結 果
よ り、N-copineの2番 目 のC2-domainがOS-9のカ ル ポ キ シ 末 端 領 域 に 結 合 す
る 本 来 の ドメ イ ン で あ る こ と が 明 か と な っ た 。
OS-9bindingdomain
N-copinec2-domainanr. binding
activity
十
　　
十
十
Fig.12.BindingofN-copineandOS-9intheyeasttwo-hybridsystem.Thedomain
structureofN-copineisdepictedwithrelativelocationoftheC2-domainsandtheOS-9
bindingdomain.VarioustruncatedN-copineswereusedtodeterminetheOS-9-binding
domain.BindingactivitiesoftruncatedN-copinesandOS-9wereexaminedbyβ 一
galactosidaseassay.ThenumberofplussignscorrespondstobluecolorintensityontheX-
galindicatorfilter.
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第 二 節N-copineとOS-9のinvivoで の 結 合
(1)実 験 材 料 お よ び 実 験 方 法
免 疫 沈 降 解 析
メ チ オ ニ ン コ ド ン を 含 むFLAGエ ピ トー プ(DYKDDDDK>また はHAエ ピ トー
プ(YPYDVPDYA)をpEFBOSベク タ ー(35)のXbal部 位 に 挿 入 し てpEFBOS-FLAGと
pEFBOS-HAを作 製 し た 。 マ ウ スN-copineの3つ の 領 域(1-161、1-557、310-557
aa)に対 応 す るcDNA断 片 はPCRに よ り増 幅 し、pEFBOS-FLAGベク タ ー に 挿 入 し
た 。 ヒ トOS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領 域(536-667aa)に対 応 す るcDNA断 片 はPCR
に よ り増 幅 し 、pEFBOS-HAベク タ ー に 挿 入 し た 。2×106個 の293E細 胞 を12
時 間 培 養 し た 後 、 発 現 プ ラ ス ミ ド(そ れ ぞ れ5ｵg)は 様 々 な 組 み 合 わ せ で
Lipofecta皿inePlusreagent(GIBCOB肌)を用 い て 導 入 し た 。200ｵg/皿1の ハ
イ グ ロ マ イ シ ン 存 在 下 で48時 間 培 養 し た 後 、 細 胞 は600ｵ1の20mMTris-
HCI(pH7.5)、150皿MNaC1、1%NonidetP-40を含 む 溶 液 で 溶 解 し た 。 細 胞 の
ホ モ ジ ネ ー トか ら マ ウ ス 抗FLAG抗 体(Kodak)を用 い て 免 疫 沈 降 を 行 っ た 。冷 や
し た 同 じ 溶 液 で5回 洗 浄 し た 後 、 免 疫 沈 降 物 をSDS-PAGE(23)で分 離 し 、PVDF
メ ン ブ ラ ン(Millipore)に転 写 し た 。10%スキ ン ミル ク を 含 むP8S溶 液 で プ ロ ツ
キ ン グ し た 後 、メ ン ブ ラ ン は マ ウ ス 抗HA抗 体(500倍 希 釈)と 反 応 さ せ 、そ れ か
ら2000倍 希 釈 し たhorseradishperoxidase標識 の 抗 マ ウ スIgG抗 血 清
(CAPPEL)と反 応 さ せ た 。 検 出 はECLsyste皿(Amersha皿)を用 い て 行 っ た 。 マ ウ ス
抗HA抗 体 はBoehringer社か ら購 入 し た 。
(2)実 験 結 果
InvivoでのN-copineとOS-9の結 合 を 確 認 す る た め 、ア ミ ノ 末 端 にFLAG
タ グ を 付 加 し たN-copineとア ミ ノ 末 端 にHAタ グ を 付 加 し たOS-9の カ ル ポ キ
シ 末 端 領 域 を293T細 胞 に 導 入 し た 。抗FLAG抗 体 を 用 い て 、 そ の 細 胞 溶 解 液 か
らN-copine蛋白 質 を 免 疫 沈 降 し、抗HA抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トに よ
り解 析 し た 。Fig.13に 示 し た よ う に 、HAタ グ を 付 加 し たos-9はFLAGタ グ を
付 加 し たN-copineとと も に 共 沈 し た 。対 照 的 に 、N-copineの1番目 のC2-do皿ain
や カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 で は 、OS-9は 共 沈 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 よ り、
N-copineが哺 乳 動 物 の 細 胞 中 に お い て も 生 理 的 にOS-9と 結 合 で き る こ と が 明
か と な っ た 。
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Fig.13.InteractionofN-copineand
OS-9invivo.293Ecellswere
transientlytransfectedwithexpression
vectorsfortheindicatedtaggedproteins.
Thecelllysatesweresubjectedto
immunoprecipitationwithanti-FLAG
antibody.Immunoprecipitatesandthe
wholecelllysateswereimmunoblotted
withanti-FLAGoranti-HAantibody.
IP,immunoprecipitation;W,Western
blotting.
第 三 節N-copineとOS-9のCa2+依 存 的 結 合
(1)実験材料お よび実験方法
Invitroでの 結 合 解 析
マ ウ スN-copineの2っ の 領 域(C2A-do皿ain、4-161aa;C2B-domin、
141-270aa)に対 応 す るcDNA断 片 をPCRに よ り増 幅 し、GST融 合 蛋 白 質 発 現 ベ
ク タ ーpGEX3T-3(Phamacia)に挿 入 し た 。GST融 合 蛋 白 質(GST-C2A、GST-C2B)
をIPTG誘 導 に よ りE.coli(DH5α)で産 生 さ せ 、Glutathione-Sepharose4Bビー
ズ(Phamacia)を用 い て ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た 。 ヒ トOS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領
域(536-667aa)に対 応 す るcDNA断 片 はpRSET-Aベ ク タ ー(Invitrogen)に挿 入
し た 。[35S]ラベ ル し たOS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 はTNTT7-coupled
reticulocytelysatesyste皿(Pro皿ega)を用 い て 調 製 し た 。GST-C2Aま た は
GST-C2B(4ｵg)を、20ｵ1のGlutathione-Sepharose4Bビー ズ に 固 定 し 、 そ の
ビ ー ズ を[35S]ラベ ル し たOS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 を 含 む500ｵ1の 溶 液
A(150皿MNaCland50皿MHEPES,pH7.4)に縣 濁 し 、1mMCaC12また は1皿MEGTA
存 在 下4°Cで4時 間 反 応 さ せ た 。溶 液Aで4回 洗 浄 後 、結 合 し た 蛋 白 質 は20mM
glutathioneを含 む40ｵ1の 溶 液Aで 溶 出 し た 。 溶 出 さ れ た 蛋 白 質 をSDS-PAGE
で 分 離 し 、 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り解 析 を 行 っ た 。
(2)実験 結 果
N-copineの2番 目 のC2-do皿ainとOS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 の 結 合 が
Ca2+依存 性 か ど う か を 調 べ た 。N-copineの2っ のC2-domainとGSTと の 融 合 蛋
白 質(1番 目 のC2-domin、GST-C2A;2番 目 のC2-domain、GST-C2B)を作 製 し
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てGlutathione-Sepharoseビー ズ に 固 定 し た 。そ の ビ ー ズ と[35S]メチ オ ニ ン ラ
ベ ル し たOS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 をCa2+の存 在 下 、 非 存 在 下 で 反 応 さ せ た 。
溶 出 さ れ た 蛋 白 質 のSDS-PAGEを 行 い 、 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り解 析 を
行 っ た 。Fig.14に 示 し た よ う に 、OS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 はCaz+存在 下 で
の み 、N-copineの2番 目 のC2-domainと結 合 し た 。Ca2+非存 在 下 で は 結 合 は 全
く見 ら れ な か っ た 。 さ ら に 、OS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領 域 はN-copineの1番 目
のC2-dominと は 、Ca2+の有 無 に 関 わ ら ず 結 合 し な か っ た 。 こ の よ う に 、N-
copineの2番 目 のC2-domainはOS-9のカ ル ポ キ シ 末 端 領 域 とCa2+依存 的 に 結
合 す る こ と が 明 か と な っ た 。
Fig.14.Cat+-dependentbindingofN-
copineandOS-9.GSTorGSTfusedwith
thefirstorthesecondC2-domainofN-
copinewasimmobilizedonglutathione-
Sepharosebeadsandincubatedwiththe
[35S]-methionine-labeledcarboxy-terminal
regionofOS-9(536-676aa)inthepresence
orabsenceofCat+.Boundproteinswere
elutedwithglutathioneandsubjectedto
SDS-PAGEfollowedbyautoradiography.
Inputshowstheinvitrotranslatedproducts
ofthecarboxy-terminalregionofOS-9.
第 四 節N-copineとOS-9mRNAの ヒ ト脳 に お け る 発 現 分 布
(1)実験材料お よび実験方法
ノ ザ ン プ ロ ッ ト解 析
方 法 は 第 一 章 、 第 四 節 に 準 じ た 。Multi-tissuenorthernblotは
CLONTECH社か ら購 入 し た 。 プ ロ ー ブ は32Pラ ベ ル し た ヒ トN-copinecDNAのヌ
ク レ オ チ ド509-2019に対 応 す るDNA断 片 と ヒ トOS-9cDNAの ヌ ク レ オ チ ド
509-2019に対 応 す るDNA断 片 を 用 い た 。
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(2)実験 結 果
N-copinemRNAはマ ウ ス と ヒ トに お い て 脳 特 異 的 に 発 現 し て い る(Fig.
6)。そ こ でN-copinemRNAとOS-9皿RNAのヒ ト脳 の 様 々 な 領 域 に お け る 発 現 を
ノ ザ ン プ ロ ッ ト解 析 に よ り調 べ た 。N-copineに特 異 的 な2.2-kbの 転 写 産 物 が
ヒ ト脳 の 全 て の 領 域 で 検 出 さ れ た(Fig.15)。ま た 、OS-9に 特 異 的 な2.8-kb
の 転 写 産 物 も 同 様 に ヒ ト脳 の 全 て の 領 域 で 検 出 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、
N-copinemRNAとOS-9mRNAはヒ ト脳 に お い て 同 じ 領 域 で 発 現 し て い る こ と が
明 か と な っ た 。
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Fig.15.ExpressionofN-copineandOS-9mRNAinhumanbrain.Multi-tissueNorthern
blotmembraneofvariousregionsofhumanbrainwashybridizedwith32P-labeledN-copine
(upperpanel}orOS-9(lowerpanel).PositionsofN-copine(2.2-kb)andOS-9(2.8-kb)
mRNAsareindicated.PositionsofRNAmarkersareshownontheleft.
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第 五 節 考 察 お よ び 小 括
(1)考 察
酵 母two-hybridスク リ ー ニ ン グ に よ り 、N-copineとヒ ト骨 肉 腫 に お い
て 高 頻 度 に 増 幅 し て い る 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ たOS-9が 結 合 す る こ と を 明 か
と し た 。 そ し てN-copineの2番 目 のC2-domainとOS-9のカ ル ポ キ シ 末 端 領 域
がCa2+依存 的 に 結 合 す る こ と を 明 か に し た 。 さ ら にN-copineとOS-9のmRNA
は ヒ トの 脳 に お い て 同 じ 領 域 で 発 現 し て い る こ と を 確 認 し た 。N-copineはCa2+
依 存 的 な リ ン 脂 質 と の 結 合 や 膜 へ の 移 行 を 示 す 。 そ の た めCa2+存在 下 に お い て 、
N-copineは細 胞 膜 上 でOS-9と 結 合 す る と 考 え ら れ る 。N-copineの発 現 が カ イ
ニ ン 酸 刺 激 やCA1-LTPを誘 導 す る 高 頻 度 刺 激 に よ っ て 海 馬 で 増 強 さ れ る こ と か
ら 、N-copineのシ ナ プ ス 可 塑 性 へ の 関 与 が 示 唆 さ れ る 。N-copineとOS-9の結
合 は シ ナ プ ス 可 塑 性 のCa2+依存 的 な 段 階 に 関 与 す る と 考 え ら れ る 。
N-copineは脳 特 異 的 な 発 現 を 示 す が 、Copineフ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ
ー の 発 現 は 様 々 な 組 織 で 見 ら れ る 。 さ ら に 、 全 て のCopineフ ァ ミ リー 蛋 白 質
に お い て 、2つ のC2-domainは保 存 さ れ て い る 。 一 方 、OS-9mRNAはヒ トの 様 々
な 組 織 で 発 現 し て い る こ と が 知 ら れ て い る(36)。そ の た めOS-9は 脳 に お い て
N-copineと結 合 す る だ け で は な く、 他 の 組 織 に お い て は 他 のCopineフ ァ ミ リ
ー 蛋 白 質 と 結 合 す る も の と考 え ら れ る 。OS-9の 機 能 やCopineフ ァ ミ リー 蛋 白
質 の 生 理 的 役 割 は 殆 ど 知 ら れ て い な い 。シ ナ プ ス 可 塑 性 成 立 の 分 子 メ カ ニ ズ ム
を 理 解 す る た め に は 、OS-9と 他 のCopineフ ァ ミ リ ー 蛋 白 質 の 生 理 機 能 の 解 析
が 今 後 の 重 要 課 題 で あ る 。
(2)小 括
1)Yeasttwohybridス ク リー ニ ン グ に よ り、 ヒ ト骨 肉 腫 に お い て 高 頻 度
に 増 幅 さ れ て い る 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ たOS-9の カ ル ポ キ シ 末 端 領 域
がN-copineと結 合 す る こ と を 見 出 し た 。
2)293E細 胞 に お い てN-copineとOS-9との 結 合 を 確 認 し た 。
3)N-copineの2番 目 のC2-domainを介 してCa2+依存 的 にOS-9と 結 合 す る
こ と を 明 か に し た 。
4)N-copineはOS-9の 皿RNAが ヒ トの 脳 に お い て 同 じ 領 域 で 発 現 し て い る
こ と を 明 か に し た 。
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総 括
シナ プ ス 可塑 性 は 学 習 や 記 憶 の細 胞 レベ ル で の 現 象 と考 え られ て い る
(1,14,31)。その 長期 性 の 獲得 には新 たな 遺伝 子 発 現 が必 要 あ り(3-5)、シナ
プス可 塑 性 成 立 に伴 い発 現誘 導 さ れ る い くつ かの 遺伝 子 が 同定 され て い る(6-
12)。しか しな が ら、 この よ うな発 現 遺 伝 子 産 物 の シナ プ ス可 塑性 にお け る具
体 的 な役 割 につ い て は殆 ど報 告 され てお らず、シ ナ プス 可塑性 の成 立、維 持機
構 に関 して は まだ 十分 な解析 が な され て い な い。そ こで シナ プス 可 塑性 の分 子
機 構 を理 解 す る ため に は、シ ナ プス 可塑 性 の成 立 に伴 って 誘導 され る遺伝 子 群
を 同定 し、 機 能 を明 か に す る必要 が あ る と考 え られ る。
シナ プス可 塑性 に 関連 す る遺 伝 子 群 を同定 す るた め、 新規 のcDNA2次
元展 開法RLCSを 利 用 して 、 カ イ ニ ン酸 投 与 したマ ウス海 馬 で発 現 増強 す る遺
伝 子 を探 索 した 。得 られ た新 規 遺 伝 子 の 中の1つ 、N-copineは、脳 特異 的 な発
現 を示 し、2つ のC2-do皿ainを持 つ蛋 白質 をコ ー ドして い た。N-copineはCa2+
依 存 的 リン脂 質結 合 蛋 白質 ヒ トCopineIと高 い相 同性 を示 す こ とか ら、Copine
フ ァ ミ リー の 脳特 異 的 な メ ンバ ー で あ る と考 え られ る。N-copine皿RNAの発現
は カ イニ ン酸 投 与 に よ り海馬 でNMDA受容 体 依 存 的 に発 現増 強 され た 。さ らに、
N-copinemRNAの発 現 がCA1-LTPを誘導 す る高 頻度 刺 激 によ り増 強 され るこ と
を明 か と した。これ らの結 果 よ り、N-copineはシナ プス 可塑 性 に関与 す る と考
え られ る。脳 の 発生 段 階 にお け るN-copineの発 現 は、 神 経 回路形 成 の ほ ぼ終
了 したembryonicday19で始 めて 非 常 に弱 い発 現 が見 られ、 生 後 急激 にその
発 現 は増 強 す る。この結 果 は、N-copineが中枢 神 経 系 にお いて 神 経 回路形 成 よ
りは む しろ脳 の高 次機 能 にお い て役 割 を果 た して い る こ とを示唆 す る。さ らに
マ ウス脳 にお いて 、N-copineの発 現 が 海 馬 と嗅球 の神 経 細胞 に限 局 して い るこ
とを明 か に した 。海馬 は記憶 や学 習 の た め に重 要 な領 域 で あ り、様 々 な型 の シ
ナ プス 可 塑 性 が観 察 さ れ て い る(1,14,31)。ま た、 マ ウ スの 副 嗅球 は フ ェ ロ
モ ンの 認 識 記 憶 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 して い る(32,33)。こ の よ うにN-
copineの脳 にお け る発 現 分 布 は シナ プス 可 塑性 との 関連 が きわ めて 高 い領 域
に限局 され て お り、N-copineがシナ プス 可 塑性 や記憶 形 成 に重要 な役割 を果 す
とい う考 え を支持 す る。
C2-domainは最 初 にProteinkinaseC-Y(PKC-Y)(20)のCa2+結合 ドメイ
ン と して 同定 され た 。 そ の機 能 と して 、Ca2+結合 、Ca2+依存 的 あ るい は非 依存
的 リン脂 質 結 合 、イ ノ シ トー ル リン脂 質 結 合 、蛋 白質 結合 な どが報 告 されて い
る(37-41)。N-copineの2番目のC2-domainにもC2-domainのCa2+結合 に必須
で あ る と考 え られ て い る5つ の ア スパ ラギ ン酸(21)が保 存 されて い た。そ して
実 際 に、N-copineの2番目のC2-do皿ainがCa2+依存 的 にフ ォス フ ァチ ジル セ リ
ン と結合 す る こ とを明 か と した。N-copineは主 に細胞 質 画分 に局 在 し、Ca2+依
存 的 に膜 画分 に移 行 す る。この特 性 は2番 目のC2-domainによ るもの と考 え ら
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れ る 。 さ ら に 、 酵 母two-hybridsyste皿を 用 い たN-copine結合 蛋 白 質 の 探 索
か ら 、N-copineの2番目 のC2-domainがヒ ト骨 肉 腫 に お い て 高 頻 度 に 増 幅 し て
い る 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ たOS-9(34)とCa2+依存 的 に 結 合 す る こ と を 明 か と
し た 。 こ れ ら の 結 果 よ り、N-copineはCa2+セン サ ー と し て 機 能 し、 細 胞 内Caz+
の 上 昇 に 伴 い 細 胞 質 か ら膜 に 移 行 し 、 細 胞 膜 上 でOS-9と 結 合 す る と 考 え ら れ
る 。OS-9の 機 能 や 生 理 的 役 割 は 殆 ど 知 ら れ て い な い が 、N-copineとOS-9の結
合 は シ ナ プ ス 可 塑 性 のCa2+依存 的 な 段 階 に 関 与 す る こ と が 推 測 さ れ る 。
Synaptotagmin、Rabphilin-3A、Doc2等の い く つ か の 蛋 白 質 は2つ の
C2-domainを持 ち 、"DoubleC2-domainproteinfa皿ily"と呼 ば れ る 蛋 白 質 フ ァ
ミ リー を 形 成 し て い る(22)。"DoubleC2-domainproteins"は神 経 細 胞 に お い
て 主 に プ レ シ ナ プ ス 部 位 に 局 在 し、神 経 伝 達 物 質 の 放 出 に お い て 役 割 を 果 し て
い る(42,43)。N-copineは2っのC2-dominを 持 つ に も 関 わ ら ず 、 そ の 構 造 的
特 徴 か ら"DoubleC2-domainproteinfamily"のメ ン バ ー に 属 さ な い と 考 え ら
れ る 。 そ し てN-copineとSynaptotagminIが神 経 細 胞 に お い て 異 な る 局 在 を
示 す こ と を 明 か に し た 。海 馬CA1-CA3領域 の 錐 体 細 胞 に お い て 、N-copineは主
に 細 胞 体 と樹 状 突 起 に 強 く発 現 し て い た が 、SynaptotagminIは軸 策 や 神 経 終
末 部 位 で 発 現 し て い た 。 以 上 の 結 果 よ り、N-copineは、SynaptotagminIや他
の"DoubleC2-dominprotein"がプ レ シ ナ プ ス 部 位 で 役 割 を 果 して い る の に 対
し 、主 に 細 胞 体 と樹 状 突 起 に 局 在 し て ポ ス トシ ナ プ ス 部 位 で 役 割 を 果 し て い る
と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、CA3領 域 の 錐 体 細 胞 か ら の び る シ ャ ー フ ァ ー 側 枝 に テ
タ ヌ ス 刺 激 を 与 え る こ と に よ り 、 ポ ス トシ ナ プ ス 側 のCA1領 域 の 錐 体 細 胞 で
N-copineの発 現 が 誘 導 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、N-copine
が ポ ス ト シ ナ プ ス 部 位 で 役 割 を 果 し て い る と い う 考 え を 支 持 す る 。
シ ナ プ ス 可 塑 性 の 分 子 機 構 を 明 か と す る た め 、神 経 活 動 依 存 的 に 発 現 制
御 さ れ る 新 規 遺 伝 子 、N-copineを同 定 し 、 そ の 機 能 解 析 を 進 め た 。N-copine
が 神 経 細 胞 の ポ ス トシ ナ プ ス 部 位 に 発 現 し 、Ca2+セン サ ー と し て 機 能 す る こ と
を 明 か と し た 。N-copineは他 のCopineフ ァ ミ リー 蛋 白 質 と と も に2つ のC2-
domainを持 つ 新 し い 蛋 白 質 フ ァ ミ リー を 形 成 す る 。Copineフ ァ ミ リー 蛋 白 質
の 生 理 的 役 割 やN-copineとOS-9とのCa2+依存 的 結 合 の 生 理 的 意 義 は ま だ 分 か
っ て い な い が 、本 研 究 の 成 果 は シ ナ プ ス 可 塑 性 成 立 の 分 子 メ カ ニ ズ ム を 理 解 す
る 上 で 重 要 な 情 報 を 与 え る も の で あ る と 考 え ら れ る 。
32
結 論
1.神 経 活 動 依 存 的 に 発 現 制 御 さ れ る 新 規 遺 伝 子 と し てN-copineを同 定 し
た 。
2.N-copineは 脳 特 異 的 な 発 現 を 示 し、 マ ウ ス 脳 に お い て 、 海 馬 や 嗅 球 の
神 経 細 胞 に 限 局 し た 発 現 を 示 す こ と を 明 か と し た 。
3.N-copineは 、 神 経 細 胞 に お い て 主 に 細 胞 体 と 樹 状 突 起 に 局 在 す る こ と
を 明 か と し た 。
4.N-copineはCa2+依 存 的 に 細 胞 質 画 分 か ら膜 画 分 に 移 行 す る こ と を 明 か
と し た 。
5.N-copineの2番 目 のC2-domainがCa2+依存 的 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 結
合 を 示 す こ と を 明 か と し た 。
6.N-copineの2番 目 のC2-do皿ainがヒ ト骨 肉 腫 に お い て 高 頻 度 に 増 幅 し
て い る 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ たOS-9とCa2+依 存 的 に 結 合 す る こ と を 明
か と し た 。
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